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Summary 
Production o[ pullulan by [our strains o[ Aureobasidium spp. was compared in tomato-extract 
medium [or the utilization of overripped tomato [ruits. Furthermore， in order to clarify the relation 
between pullulan production and polysaccharide compositions of c巴1wall， cytoplasm， and cellular forms， 
we carried out studies under different culture conditions in synthetic media， varying carbon and nitrogen 
source， and adding ascorbic acid. After 4 days at 30"C in the synthetic media， itwas found that the 
production of pullulan was maximal upon 5% sucros巴 and0.1 % ammonium sulphate as a carbon and 
nitrogen source， respectively， and 1.0% ascorbic acid. There appeared to b巴 nocausal relationship 
between the cel wall compositions and productions of pullulan. When the better conditions for the 
producing pullulan， significant amounts of swollen cells are always observed 






















A-2-2株， A-3株及び13-3株の 4菌株を使用した. ト
マト抽出液(完熟トマトを加熱抽出後，遠心分離 (8000
X g， 15分間)した上澄)に 2% (w/v)の寒天を加え
た斜面培地 (pH5.5)から各々の菌体 1白金耳をトマト
抽出液培地 (pH5.2)あるいは合成培地であるGL培地
(グルコー ス 5%(w/v)， NaN03 0.4% (w/v)， KH，PO， 
キーワー ド:プルラン，Aureobαsidium spp.，培養条 2 % (w/v)， MgCl， 0.01% (w/v)， corn steep liquor 
件，細胞壁多糖，細胞形態 0.3%(w/v)， pH 5.2) lOmlに植え， 30"Cで60時間静置し
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て前培養した.本培養培地は，トマト抽出液培地あるい シダーゼ (EC3.2.1.41)として市販のPullulanas巴(生
はGL培地及び多糖生産における窒素源，炭素源及びア 化学工業(側)，エキソ αー グルコシダーゼ (EC3.2.l.3) 









(w/v)とし，炭素j原をスク ロー ス5% (w/v)にしたS














cels/mlになるように本培養培地 (トマト抽出液培地あ ブタノール:ピリジン 水 (6:4:3)による 3回展
るいは各種の合成培地)へ接種し， 30'Cで 4日間振塗培 聞によって行った.
養した. また，細胞壁に含まれる構成多糖の分析は次のように
行った.既報川に従い， Zymolyaseによる細胞壁の消
2.生物量の測定方法と菌体外多糖，細胞壁及び細胞質 化生成物をBio-GelP 4カラム 0.5X 50cm)によるゲル
の調製方法 i慮、過後，会糖量を測定して高分子画分，中間函分及びグ
生物量は，本培養後の培養液を冷却遠心 (3000Xg， ルコースとオリゴ糖を含む低分子園分に分画した.低分
5 min)し，菌体を滅菌水で3回洗浄した後，凍結乾燥 子函分に含まれるグルコース総量から β-1，3-グルカン含
しその重量より求めた.菌体外多糖は，菌体を除去 した 量，中間画分に含まれる α グールカン含量はGluco-
上清を蒸留水で三晩透析後濃縮し，蒸留エタノールを等 amylaseによる消化率によ り，高分子画分に含まれるガ








3.矯成成分の分析方法 A-1-2. A-2-2. A-3及びB-3の4菌株におけるト
構成糖の定量はガスクロマトグラフ イ一川を用い，全 マト抽出液培地及びGL培地による本培養 4日目に得ら





れる多糖の構造様式を調べるために，エンド，ー1-1，3グル 量は，A-2 -2株がグルコースを90%近く 含み他の菌株
カナー ゼ (EC3.2.l.39)として市販のZymolyas巴20T よりも際立って高かった.またA-2-2株は，マンノー ス，
(生化学工業側)，α デーキストランーエンドーα 1ー，6-グルコ ガラクトース含量が他の3菌株より低かった.このこと
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Table 1. Influence of strain upon yield， composition， and level of extracellular polysaccharide 
by Aureobasidium spp. incubated on tomato-extract medium and GL-medium 
Level (%)“ Composition (%)" Yield 
















































































GL-medium contained 5% glucose， 0.4% NaNO" 0.2% KH2PO" 0.01% MgC12， and 0.3% 
corn steep liquor (pH 5.2). All cultures were incubated at 30"C for 4 days 

















4 3 2 
Incubation time (days) 
Figure. Time course of yield of polysaccharides and 
carbohydrate content of extracellular polysaccha-
rides produced by Aureobαsidium sp. A-2-2 on 
tomato-extract medium. 
• : Yield of polysaccharide，企 Yieldof pullulan， ・Yi巴ldof s -1，3-g1ucan， 0 : Glucose， 
D. : Mannose口 Galactose.
いてのみ膨張細胞が約10%まで増加しており ，厚膜胞子
は数%であった.



















































けやすいと思われた (Table 1)ため，この菌株を用い 分芽胞子の比率がほぼ同じで，他に伸長中の菌糸状形態
て炭素源(スクロース，キシロース)及び窒素源(硝酸 が約 3%観察された.
ナトリウム，硫酸アンモニウム)による菌体外多糖の収 窒素1原については，硝酸ナトリウムと硫酸アンモニウ
量，構成成分，菌体量及びプルラ ンとs-1， 3-グルカン含 ムのどちらとも， 0.1%添加で最も高い菌体外多糖収量
量への影響を調べた (Table 2).炭素源については， を得ることができ，それ以上の濃度では抑制された.し
プルランの生産を促進する炭素源として知られているス かし菌体量は，硝酸ナトリウム添加培地では多糖収量と
クロース引と， β グルカンを生産する炭素源として報 同じ傾向を示し0.1%以上の濃度で減少していたが，硫
Table 2Effect of sucrose or xylose and concentratlonof S0dlum mtratEand ammoI111lm SsLudltpuhm ate upB on 
yield， biomass， composition， and lev巴1of extracelular polysaccharide by Aureobasidium sp. B-3. 
Carbon or しハoncn Yield Biomass 
Composition (%). Level (%)，) 
mtrogen -(%-j (g/]) (g/]) 
Glc. Man Gal. Protein Pullulan s -1.3-G lucan source 
Sucrose 5.0 3.73 11.4 40.0 6.2 6.5 7.2 9.8 9.3 
Xylose 5.0 1.88 8.2 12.4 10.7 10.5 11.3 3.3 3.2 
Sodium 0.05 1.37 1.8 48.6 4.2 4.4 20.3 17.3 6.0 
mtrate 0.1 4.57 14.0 64.5 2.0 1.6 7.4 35.6 6.3 
0.2 2.36 12.7 48.7 5.6 6.5 3.8 9.6 8.8 
0.3 2.83 11.8 41.6 5.6 6.5 4.6 9.3 7.7 
O.4b) 2.31 9.7 34.3 9.1 9.6 6.6 3.8 4.7 
0.5 1.68 1.3 35.5 7.4 8.6 4.8 9.4 7.9 
0.7 1.33 10.8 34.1 8.8 10.5 6.0 7.5 9.8 
Ammonium 0.05 1.81 12.3 66.2 2.2 1.6 11.9 55.6 6.6 
sulphate 0.1 4.86 14.9 76.8 N.D." N.D.o) 10.2 73.6 3.1 
0.2 1.02 20.1 44.7 5.0 2.1 4.4 38.2 6.3 
0.3 0.92 20.5 56.9 13.1 8.5 9.2 41.6 4.7 
0.5 1.42 21.2 45.9 12.5 5.7 10.1 35.4 10.1 
0.7 1.28 21.1 48.1 10.5 4.9 9.9 38.8 8.7 
Sucrose or xylose was presented at a concentration of 5% instead of glucose as the carbon 
source in the culture medium. Each nitrogen source was present at the indicated concentrations 
instead of 0.4% NaNO，. The other culture conditions were same as shown in Table 1 
.) values are expressed as % dry weight of polysaccharide. 
b) GL-medium (shown in Table 1.) ε) not detected 
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ウム添加よ りもプルラン含量が高く ，0.1%添加におい が最適と判断した細胞形態は，アスコルビン酸添加濃





添加では約 8%であった.一方，硫酸アンモニウム添加 %硫酸アンモニウム， 炭素源はスク ロー ス， アスコルピ
では膨張細胞が大部分を占め，濃度が薄いほど厚膜胞子 ン酸は1.0%添加がプルラン生産の増加に最も影響があ
が観察され， 0.1%添加では約10%であった.菌糸体は， ると判断した.そのため， GL培地の窒素源を0.1%硫酸
硝酸ナトリウム0.5%と0.7%添加培地で伸長途中の形態 アンモニウムにし，炭素源をグルコースからスク ロース
が約 3%観察された以外は存在しなかった. としたS培地， S培地にアスコルビン酸を添加したSA培
さらに，菌体外多糖の収量増加をもたらすことが知ら 地， SA培地の炭素源をグルコースに変えたGA培地にお
れているアスコルビン酸4 札制の影響を検討した. GL いて多糖生産の検討を行った.またB-3株の他に，GL 
培地にアスコルビン酸を0.1から2.0%の5段階の濃度で 培地において唯一プルラン様の菌体外多糖を生産したA-
添加した培地を用いて， B-3株により生産された菌体外 2-2株 (Table2)も培養し， 2菌株により生産され
多糖の収量，構成成分含量，菌体量及びプルランと β1， た菌体外多糖の収量，構成成分含量，菌体量及びプルラ
3グルカン含量の結果をTable3に示した.菌体外多糖 ンと /3-1， 3-グルカン含量の結果をTable 4に示した.
はアスコルビン酸0.1%添加培地において，無添加培地 SA培地において， 2菌株とも菌体外多糖の収量が最高
よりも 2倍近い収量を得ることができ， 0.1%以上の添 値を示した.特にA-2-2株は13g /1と非常に多量の菌
Table 3. Effect of concentration of ascorbic acid upon yield， composition， and 
level of extracellular polysaccharide by Aureobasidium sp. B-3 
Concn. Yield Composition (%)" Level (%)" 
(%) (g/J) 
Glc. Man. Gal. Protein Pululan /3 -1， 3-G lucan 
0.0" 2.31 34.3 9.1 9.6 6.6 3.8 4.7 
0.1 4.47 37.2 3.5 3.5 5.2 8.8 7.8 
0.3 3.67 41.1 4.1 4.5 5.9 12.5 4.5 
0.6 3.52 40.4 4.9 5.8 7.2 15.6 5.8 
1.0 3.48 49.8 5.4 5.5 6.9 18.3 5.6 
2.0 306 44.7 5.4 6.3 6.1 18.9 4.5 
Ascorbic acid was added to GL-medium shown in Table 1 at the indicated 
concentrations. The other culture conditions were same as shown in Table 1 
" values are expressed as % dry weight of polysaccharide. 
bl GL-medium (shown in Table 1.) 
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Table 4. Influence of strain and culture medium upon yield， biomass， composition， and level of 
extrac巴lularpolysaccharide 
Strain Medium yi~!~ B Composition (%)" Level (%)" m lUm {7i'i ~'(;;ïìî 
Glc Man Gal. Protein Pullulan グ1. 3-Glucan 
A-2-2 SA 13.06 12.6 89.6 N.D." N.D 4.3 86.2 3.0 
S 12.03 1.7 90.3 N.D N.D 4.1 86.4 3.8 
GA 8.65 13.4 69.9 trace N.D 6.3 66.3 3.4 
B-3 SA 9.98 1.1 78.9 trace N.D 5.4 74.7 4.1 
S 8.98 12.9 76.1 trace N.D 7.2 70.7 5.3 
GA 7.82 12.0 67.0 0.8 trace 6.2 64.3 3.3 
All the media contained 0.1% (NH.)，SO.， 0.2% KH，PO.， 0.01% MgCl" and 0.3% corn st巴ep
liquor. SA-medium had 5.0% sucrose and 1.0% ascorbic acid. S-m巴diumhad 5% sucrose. GA-
medium had 5% glucose and 1.0% ascorbic acid. The other culture conditions were same as 
shown in Table 1 
" values are expressed as % dry weight of polysaccharide 






























なく ，培養 2日目より 4日目の方が増加していたが，
GL培地よりSA培地の方が2倍近くも増加していた.構
成糖はどの細胞壁もグルコース含量が50%前後，マンノ ー


















ランやそれ以外の α グールカンは極わずかしか検出 され
ず，細胞壁からプルランが遊離してく るのではないこ と
が示唆された
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Table 5. Influence of strain and culture medium upon yield and composition of 
cel wall 
Inc~bation Yield Composition (%).， Level of 
Strain Medium time ビ (gl/el) pullulan 
(days) Glc Man Gal Protein (%).， 
A-2-2 SA 2 2.1 46.6 9.6 9.8 8.2 0.2 
SA 4 4.7 49.6 7.9 11.2 9.0 2.9 
GL 2 2.1 45.7 5.7 6.1 3.9 0.1 
GL 4 2.3 50.8 8.3 8.9 3.6 3.5 
B-3 SA 2 1.5 51.0 8.8 8.3 4.0 3.2 
SA 4 5.0 40.9 7.2 8.8 3.5 2.1 
GL 2 2.2 42.6 5.3 6.0 10.0 4.9 
GL 4 2.5 54.6 8.1 10.9 8.9 3.2 
The medium was same as shown in Tab1e 4. The preparations of cel wall 
used were prepar巴dafter cultivation for 2 or 4 days 
.1 values are expressed as % dry weight of cel wall 
Table 6. Influence of strain and culture medium upon 
yield of polysaccharide of cel wall. 
Level (%)・}
Strain Medium 
s -1， 3-Glucanα-G lucan Galactomannan 
A-2-2 SA 22.2 4.9 15.2 
GL 33.6 3.3 14.0 
B-3 SA 25.9 3.8 15.0 
GL 30.0 7.1 17.7 
The medium was same as shown in Table 4. The 
pr巴parationsof cel wall used were prepared after 
cultivation for 4 days 

















2株とB-3株の培養2日目と 4日目の細胞から細胞質を ではA-2 -2株とB-3株において 5g / 1と比較的高い菌
調製して収量，組成及びプルラン とα グールカン含量を 体外多糖を得ることができた. トマ ト抽出液培地中のど
調べた.その結果をTable7に示した細胞質の収量は， の成分が多糖収量に影響を与えるのかは今後検討する必
2菌株ともSA培地では培養 2日目よ り4日目の方が増 要があるが，廃棄資源利用の観点から有用であることが
加していたが.GL培地では逆に減少していた.細胞質 示唆された.B-3株の生産する菌体外多糖はA-2-2株
に含まれる構成糖はグルコースのみであり，いずれの菌 よりグルカン含量は低かったが，プルラン収量は若干上
株においても培養日数にかかわらずGL培地で高かった. 回った (Table 1).このことより B-3株の生産する多
タンパク質含量はいずれの菌株においても培養日数にか 糖中のグルカンは大部分がプルランで.A-2 -2株の多
かわらず、SA培地で高かった.プルランを最も多量に生 糖はプルラン以外のグルカンも比較的多く含まれている
産したSA培地では. 2菌株とも細胞質に含まれるグル と考えられる.多糖生産の経時的な変動 (Figure)から
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Table 7. lnfluence of strain and culture medium upon yield， composition， and level of 
polysaccharide of cytoplasm 
lncubation Yield Composition (%)" 
Level (%)" 
Strain Medium tlme (g/ll (days) Glc. Man Gal. Protein Pullulan α-Glucan 
A-2-2 SA 2 5.6 13.2 trace N.D.bl 13.1 3.7 (27.8)" 6.7 (50.5) 
SA 4 7.4 12.0 N.D N.D 13.1 4.3 (35.3) 9.8 (81.7) 
GL 2 6.4 23.3 trace N.D 9.4 2.7 (1.4) 12.3 (53.0) 
GL 4 4.8 15.4 1.2 N.D. 8.2 4.2 (27.0) 11.3 (73.1) 
B-3 SA 2 6.6 10.9 trace N.D 27.1 2.1 (19.3) 3.4 (31.1) 
SA 4 8.0 5.4 trace N.D 19.3 2.0 (37.0) 4.4 (81.6) 
GL 2 8.6 27.5 trace N.D 15.7 0.4 ( 1.4) 14.2 (51.8) 
GL 4 7.6 25.3 trace N.D 9.9 3.2 (12.7) 17.5 (69.3) 
The medium was same as shown in Tabl巴4. The preparatユonof cytoplasm used were prepared 
after cultivation for 2 or 4 days. 
.， values are expressed as % dry weight of cytoplasm 
bl N. D.， not detected 






増加するのではないかと考えられる. た (Table 1及び2).今後は最適スク ロース濃度の検
プルラン生産における培地中の成分と収量または多糖 討を行う必要がある.またB-3株はキシロースによって
構造の関連性については，合成培地を用いて窒素源8 山 Jq -1， 3-グルカンの生産を促進せず，むしろガラクトマン
や炭素源9 川の影響が検討されている.窒素源は0.1%硫 ナンと思われるヘテロ多糖の生産が示唆された.
酸アンモニウムを用いた培養が菌体外多糖の収量もプル アスコルビン酸がs-1， 3-グルカンの生産を賦活化する
ラン生産量も よく，ヘテロ多糖生産量も低かった (Table という報告4，19.20)に基づき，アスコルビン酸の多糖生産
2 ).硫酸アンモニウムがプルラン生産において最も適 への影響を検討した結果，アスコルビン酸添加は Jq-グ
しているという結果は，Simonら叫による報告と一致し ルカンの合成を促進するのではなく ，プルラン収量の増
た.しかし彼らは， 0.05%添加が最も多糖生産(収量は 加を促進し，その添加濃度は多糖収量及びグルコース含









ることがWestとReed-Hamer91により示されているー ン様多糖がある 2. 3.101 Silmanら31によればプルラ ン様
方で，グルコースが最適であるという報告川もあり ，s 多糖の生産は菌株と培地組成によりその結合様式が異な
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でにBrownとLindberg"却は， /3 -1， 3-グルコース残基
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